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論文内容の要旨
本論文は，好熱性細菌の生産する耐熱性酵素の熱安定性及び基質特異性のタンパク質工学的改変に関す
る研究をまとめたもので緒論本文 5 章および総括から成っている。
緒論では，タンパク質工学の現況について概観したうえで，酵素特性改変の意義を論じ，本研究の目的
本論文の位置付けを行っている。
第 1 章では， B. st earot he rmoPhilus を宿主として好熱菌由来中』性フ。ロテアーゼ構造遺伝子をクロー
ニングし，さらに組み換えプラスミドを枯草菌内でも発現させた結果，両組み換え体とも同じ性質の酵素
を生産し，クローニングした遺伝子が構造遺伝子であることを証明しているo
第 2 章では，遺伝子の塩基配列，酵素N末端アミノ酸配列並びに転写開始点を明らかにしている。構造
遺伝子は 1644 塩基 (548 アミノ酸残基)のオープンリーディングフレームにコードされている事が判り，
また精製酵素のN末端配列より 230 番目のアミノ酸以降が成熟タンパク質として分泌されている事が明
らかになり，前駆体領域 229 残基はプレープロ構造として分泌に関わっている乙とを示している。
第 3章では，フ。ロ構造内の欠失が大きくなるほど生産性が低下する傾向が また 2 アミノ酸の挿入で生
産性が低下する傾向が認められ，同構造が前駆体タンパク質の膜透過に必要なコンフォメーションを与え
る役割を担っている乙とを示している。
第 4章では，熱安定性向上の為の設計基準(①相同アミノ酸残基は置換しない。②統計的に熱安定性向
上に寄与するアミノ酸置換を導入する。③αーヘリックス構造を安定化するJ ~r.従って，部位特異的突然
変異iとより Gl y 144 を Ala ~ζ置換した場合 (M 1) , 野生型に比べて熱安定性が向上した乙とを示して
いる。熱安定性低下を目的とした置換 (M 3 : Thr 66 → Ser) では低下が認められている。しかし，熱
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安定性低下を回復させる為には， M3 にM1 置換及びM2 置換 (Gly61 →Ala) を組み合わせた 3 重変
異M 123 を作成する必要があり，熱安定性向上は，アミノ酸置換の協同的効果により達成されると考えら
れる。
第 5 章では， M 1 の比活性，基質特異性の変化を調べている。カゼインを基質とした場合の比活性は野
生型酵素に比べてM1 では 50%高くなっている。リゾチームやインスリン B鎖を基質とした場合には逆
にM1 の方が比活性が低く，インスリンA鎖を基質とした場合M1 による分解が認められない事が示され
ている。オリゴペプチドを用いてミカエリス定数 (Krn) ，及びターンオーバー数 (kcat) を測定した
結果， Ml では kcat 値が 3 分の 1 ~L低下している。 Gly144 近傍の Glu146 は， 求核攻撃を促進す
る残基であり，アミノ酸置換によって構造上の位置が変化し，比活性に影響を及ぼしたものと考えられる。
最後に，本研究で得られた結果を総括し 本論文の結論としている。
論文の審査結果の要旨
耐熱性中性フ。ロテアーゼは，工業的にも重要な位置を占める酵素であるが，本論文において，プロテア
ーゼ構造遺伝子の遺伝子工学的解析並びに酵素機能のタンパク質工学的改変を行い，次のような重要な基
礎的知見を得ている。
(1) 好熱菌 (B. stearothermo?ilus) 宿主ーベクタ一系を利用して耐熱性中性プロテアーゼ構造遺
伝子をベクタープラスミドにクローニングし，遺伝子を単離している。その遺伝子増幅効果により酵素
生産性が野生株の約 1 5 倍に向上している。
(2) 構造遺伝子の塩基配列を決定し 1644 塩基 (548アミノ酸残基)から成るオープンリーディング
フレームにプロテアーゼがコードされている乙とを明らかにしている。また精製した菌体外プロテアー
ゼのN末端アミノ酸配列決定lとより オープンリーディングフレームの 230 番目のアミノ酸(バリン)
以降が成熟タンパク質領域として分泌されていることが示されている。
(3) プロテアーゼ前駆体のプレープロ領域は 229 アミノ酸に及び，その内シクゃナノレ配列を除くフ。ロ領域
の役割について種々の欠失や挿入変異を作製する乙とにより調べ，フ。ロ領域がフ。ロテアーゼ、シク守ナル配
列，並びに成熟タンパク質領域と協同的かっ特異的lζ働き，効率良い膜透過に必要なコンフォメーショ
ンを前駆体タンパク質に与える役割を果している乙とを示している。
(4) クローニングしたフ。ロテアーゼ遺伝子領域を用いて部位特異的変異操作の手法によりアミノ酸置換を
導入し酵素耐熱性の計画的改変を行っており， 5 種類の変異酵素を一定の設計基準に従って作製し目
的どおりにプロテアーゼ耐熱性を向上 または低下させている。酵素の熱安定性向上は，主鎖の立体構
造を大きく変えない範囲でのアミノ酸置換の協同的な効果によると結論付けている。乙乙で示されたタ
ンパク質工学的手法はプロテアーゼに限らず他の酵素においても充分適用可能である。
(5) 部位特異的変異操作により得られた耐熱性の向上した酵素 (M 1 : Gly 144 • Al a) は，カゼイン
を基質とした場合野生型酵素の1. 5倍の高い比活性を示し，他方，環元型リゾチーム，インスリンB鎖，
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並びにインスリンA鎖を基質とした場合変異酵素の方が比活性が低い事を示している。更にオリゴペフ。
チドを用いて Km ， kcat を調べた結果， M1 酵素では k catが野生型に比べ約 1/3 に低下している
乙とを示している。
以上の結果は，遺伝子工学および、タンパク質工学の発展に寄与すると乙ろが大きい。よって本論文は博
士論文として価値あるものと認めるO
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